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MMP－26プロモーターのメチル化は子宮内膜癌における
　　　　　　　　　MMP－26の発現を減弱する
長　壁　由　美
東京医科大学産科婦人科学講座
【要旨】MMP－26は胎盤や子宮腫瘍から新規にクローニングされたMatrix　Metalloproteinases（以下MMPs
と略す）の一つであり、これまで子宮内膜癌においてその発現が充進ずるとされていた。ところが、最近で
はMMP－26発現は正常子宮内膜において認められ、子宮内膜癌では消失すると考えられている。RT－PCRに
より、子宮内膜癌細胞株3株にMMP－26　mRNAの発現を認めなかった。正常子宮内膜においては36例中28
例に、子宮内膜増殖症では3例中2例にMMP－26　mRNAの発現を認め、子宮内膜癌では24例中1例を除き
全例にその発現を認めなかった。realtime　RT－PCRによりMMP－26　mRNAの発現を定量化して検討したと
ころ、正常子宮内膜に比較し子宮内膜癌ではMMP－26発現の著明な減少を認めた。子宮内膜癌細胞株への脱
メチル化剤5－azaの添加により、本来認めなかったMMP－26の発現を認めた。抽出したDNAに対する
bisulfite処理により、子宮内膜癌細胞株や子宮内膜癌検体におけるMMP－26プロモーター領域のメチル化が
確認され、正常子宮内膜ではメチル化は確認されなかった。子宮内膜癌のMMP26の発現消失のメカニズム
にMMP－26プロモーター領域のメチル化が関与していることが強く示唆される。
はじめに
　MMP－26は胎盤や子宮腫瘍より新規にクローニン
グされたmatrix　metalloproteinaseの一つである。
MMP－26は子宮、胎盤や腎にのみその局在が認められ
ており、その発現や活性が婦人科疾患に関与するので
はないかと考えられている。当初、子宮内膜癌におい
てMMP－26の発現が充回していると報告されたが、
我々は子宮内膜癌ではMMP－26　mRNAの発現が認め
られないという、相反する結論を見出した1）2）。その後、
我々の結果を支持するいくつかの報告がなされ、子宮
内膜癌におけるMMP－26発現の減弱はコンセンサス
を得られつつある3’6）。今回、このことをさらに証明す
るために、realtime　RT－PCR法を用い子宮内膜癌にお
けるMMP－26のmRNA発現の定量化を行うことと
した。
　ところで、遺伝子発現制御にはそのプロモーター活
性が重要な役割を果たしており、特に癌細胞における
遺伝子発現の抑制にはプロモーター領域のメチル化
が深く関与していると考えられている。子宮内膜癌に
おけるMMP－26の発現消失のメカニズム解析のため
に、正常子宮内膜と子宮内膜癌でのMMP26プロモー
ター領域のメチル化の有無を調べることとした。
研究材料
　細胞株
　東京医科大学産科婦人科学教室において子宮類内
膜腺癌から樹立したヒト子宮内膜癌細胞株EJ、同じ
く当教室で子宮類内膜腺癌から樹立したヒト子宮内
細胞株EN、また、Health　Sience　Reseach　Resources
Bankより入手した子宮内膜癌細胞株KLEの3株を
実験に供した7一9）。EJ、　ENは10％FBS、1％ペニシリン
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および1％グルタミンを加えたDMEM＋F12培地で、
KLEは10％FBS、1％ペニシリンおよび1％グルタミン
を加えたRPMI　l　640培地を用いて37度、5％CO2の条
件下で培養を行った。なお、培養液、ペニシリン、グ
ルタミンはInvitrogen社より入手した。細胞株はRT－
PCR、　realtime　RT－PCR、　bisulfite試薬処理によるメチ
ル化解析に使用した。
　組織検体
　東京医科大学病院産科婦人科において行われた良
性疾患や悪性腫瘍の手術検体を用いた。良性疾患では
正常子宮内膜を、悪性腫瘍では子宮内膜癌stage　Ia以
上で肉眼的に腫瘍組織と考えられる部分を採取した。
RT－PCRでは正常子宮内膜36検体、子宮内膜増殖症3
検体、子宮内膜癌24検体をインフォームドコンセン
トを得て採取し、それぞれ一80度で凍結保存した。さ
らにrealtime　RT－PCRでは手術検体数が増加したた
め、RT－PCRでの検体に加えて合計で正常子宮内膜51
検体、子宮内膜癌30検体を用いて検討を行った。ただ
し、子宮内膜増殖症においては採取した検体量が少な
くrealtime　RT－PCRまで行えず、追加検体も無かった
め検討を行っていない。また、bisulfite試薬処理による
メチル化解析にも使用し検討を行った。
　内部標準遺伝子
　Search　LC　GmbH社より入手したLightCycler－
Primer　SetのG6PDHをRT－PCRのコントロールと
して使用した。
方 法
　RT－PCR法
　正常子宮内膜36検体、子宮内膜増殖症3検体、子宮
内膜癌24検体および子宮内膜癌細胞株3株から
mRNAをNippon　GENE社のISOGENを用いて抽
出した。逆転写反応にはSTRATAGENE社のProS－
TARTM　First－Strand　RT－PCR　Kitを用いた。　PCRの
条件は、変性反応として94度を30秒、重合反応とし
て56度を30秒、伸長反応として72度を60秒を1サ
イクルとして30サイクルのPCRを行った1）。使用し
たプライマー配列は
　MMP－26U：
　5i－CATCCGCAGTGAAAGACAGTA一一3t
　MMP－26L：
　5i－TTGCAACCAGGAACAGATTAT－3i
　である。得られたPCR産物を1％アガロースゲルに
電気泳動し、MMP－26のmRNA発現の有無を検討し
た。
　realtime　RT－PCR法
　正常子宮内膜51検体、子宮内膜癌30検体および子
宮内膜癌細胞株3株からmRNAを抽出した。　PCRの
条件は、変性反応として95度を10秒、重合反応とし
て62度を10秒、伸長反応として72度を5秒を1サ
イクルとして35サ・イクルのrealtime　RT－PCRを行っ
た。使用したプライマー配列はRT－PCRで用いたプラ
イマーと同一である。MMP－26　mRNA量をhouse
keeping遺伝子であるG6PDH　mRNA量で標準化し、
得られたデータをRoche　Molecular　Biochemicals社の
LightCycler　Software　Version　3．5．3で解析を行い
MMP－26のmRNA発現量を数値化した。
　5口aza－2〆一deoxycytidineの添加
　EJ、　EN、　KLE（1×105個）を10cmシャーレに散布
し、24時間培養後、脱メチル化剤である5－aza－2「一
deoxycytidine（以下5－azaと略す）を最終濃度が10
Pt　Mとなるように添加した。その24時間後、それぞれ
の培地交換を行い、24時間後に再び5－azaを添加し
た。この培地交換・5－aza添加を繰り返し行った。つま
り、培養開始後1日目、3日目、5日目に5－azaを添加
し、2日目と4日目は培地交換を行い、培養を継続し
た。最後の5－aza添加から24時間後の6日目に
mRNAおよびDNAの抽出を行った10－12）。コント
ロール群としての5－aza非添加群には、精製水を同じ
スケジュールで添加した。5－aza添加群および5－aza非
添加群（コントロール群）におけるMMP－26　mRNA
の発現をRT－PCRにて検討した。
　bisulfite試薬処理によるメチル化解析
　細胞株の5－aza添加群および5－aza非添加群（コン
トロール群）それぞれからINTERGEN社のDNA
Extraction　Kitを用いて抽出したDNA（500　pt　g）に
rNTERGEN社CpGenome　DNA　Modification　Kitを
用いてbisulfite試薬処理を行った。また、インフォー
ムドコンセントを得て採取した正常子宮内膜および
子宮内膜癌検体よりDNAを抽出し、同様にbisulfite
処理を行った。bisulfite処理後のDNAを鋳型として、
methylation　specific　PCRを行った13）。この際のプライ
マーはCpG　islandを含むように次のごとく設定し
た。
　methylate－MMP－26U：
　5tGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGG－3i
　methylate－MMP－26L：
　5t－TCCCGTCTAGTGTTCAGTCCTCTAG－3t
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　unmethylate－MMP－26U：
　5t－GTTTAGGTTGGAGTGTAGTGG－3t
　unmethylate－MMP－26L：
　5t－TTTTGTTTAGTGTTTAGTTTTTTAG－3i
　PCR産物は1％low　meltingアガロースゲルにて電
気泳動の後、2008Woods　Hollow　Road社のWizard
PCR　Preps　DNA　Purification　Systemを用いて精製し、
Promega社のpGEM－T　and　pGEM－T　Easy　Vector
Systemsを用いてTAクローニングを行った。得られ
たプラスミドをT7、　SP6、　M　13プライマーを使用し、
Applied　Biosystems社のABI　PRISM　310　Genetic
Analyzer．　Big　Dye　Terminator　v3．1　Cycle　Sequencing
Kitを用いてシークエンシングを行った。
結 果
Table　1Rate　of　MMP－26　expression　in　normal　endo－
metrium　and　endometrial　carcinoma　tissues
NumberMMP－26　mRNA@　Expression
oositiveNumber（％）
Endometrium 36 28（78）
Endometri l　Hyperplasia3 2（66．7）
Endometrial　Carcinoma24 1（4．2）
Endometrial　Carcinoma
@Cell　Line 3 0（0）
In　normal　endometrium，　28　of　36　（78％）　samples　showed
MMP－26　expression．　ln　endometrial　hyperplasia，　2　of　3
（67％）　samples　showed　MMP－26　expression．　ln　en－
dometrial　carcinoma　and　cell　lines，　no　sample　showed
MMP－26　expression　except　for　one　carcinoma　case　（O－
4．2％）．
　子宮内膜におけるMMP－26のmRNA発現
　RT－PCRによる検討の結果、正常子宮内膜では36
検体に対し28例（78％）、子宮内膜増殖症では3検体
に対し2例（67％）にMMP－26　mRNAの発現が認め
られた。しかし、子宮内膜癌では24検体に対し1例
（4．2％）のみ発現しており、子宮内膜癌細胞株では3株
すべてにMMP－26　mRNAの発現は認められなかった
（Fig．　1．　Table　1）．
　次にrealtime　RT－PCRによる検討の結果、正常子宮
内膜51検体におけるMMP－26　mRNA発現量の平均
値は43．06（±99．43SD）であり、子宮内膜癌30検体の
平均値は0．14（±0．34SD）であった。子宮内膜癌細胞
株3検体ではほぼ0の発現量であり、子宮内膜癌にお
けるMMP－26のmRNA量はほぼ消失していた
（Table　2）．
　脱メチル化剤によるMMP－26　m：RNA発現の充進
　EJ、　EN、　KLE各細胞株において、5－aza非添加群で
Table　2Quantification　of　MMP－26　mRNA　expression
by　realtime　RT－PCR
Number
Relative　MMP－
Q6mRNA　Level
@Mean±SD
Range
Eendometrium51 43．06±99．430．Ol－5975
Endometrial
@Carcinoma30 0．14±0．34 0－L84
Eendometrial
@Carcinoma
@Cell　Line
3 undetected0－0．00002
In　normal　endometrium，　the　quantity　of　MMP－26　expres－
sion　was　43．06，　but　in　endometrial　carcinoma　and　cell　lines，
the　quantity　of　MMP－26　expression　was　almost　zero．
MMP－26　mRNA　expression　was　clearly　decreased　in　en－
dometrial　carcinomas　compared　with　normal　en－
dometrium．　G6PDH　was　used　as　a　control　for　this　experi－
ment．
EJ EN PC KLE
MMP－26
MMP－26　一〉
G6PDHG6PDH
　　　　　　　　　12　34　5678
Fig．1　Expression　of　MMP－26　in　normal　endometrium　and
　　　　endometrial　carcinoma　tissues
　　　　Lanes　1－4：　normal　endometrium，　Lane　5：　endometrial
　　　　hyperplasia，　Lane　6－8：　endometrial　carcinoma．　Each
　　　　sample　was　analyzed　by　RT－PCR　for　MMP－26　and
　　　　G6PDH．　Samples　were　separated　on　a　1％　agarose　gel
　　　　run．
1 2 3 4 5　6 7
Fig．2　Restoration　ofMMP－26　mRNA　expression　after　demeth－
　　　 ylation　in　endometrial　carcinoma　cell　lines
　　　　Lane　1．2：　EJ，　Lane　3．4：　EN，　Lane　5：　positive　control
　　 　（normal　endometrium），　Lane　6’7：　KLE．　There　was
　 　　no　expression　of　MMP－26　mRNA　before　treatment　with
　　　　the　demethylating　agent　5－aza　（Lane　l．3．6）．　After
　 　　tre tment，　all　endometrial　carcinoma　cell　lines　showed
　　　　expression　of　MMP－26　mRNA　（Lane　2．4・7）．
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Fig．3　Methylation　profile　of　endometrial　carcinoma　cell　lines　and　endometrial　carcinoma　tissues　and　normal　en－
　　　dometrium．
　　　e：methylated　CpG　site，　O：unmethylated　CpG　site．　There　was　almost　no　methylation　in　normal　en－
　　　dometrium　and　endometrial　carcinoma　cell　lines　with　5－aza．　Endometrial　carcinoma　tissues　and　cell　lines
　　　showed　methylation　at　CpG　sites　of　the　MMP－26　gene．
はMMP－26　mRNAの発現は認められなかった。しか
し、5－aza添加群では全ての細胞株にMMP－26の
mRNA発現を認めた（Fig．2）。
　MMP－26プロモーター領域におけるメチル化
　DNAにbisulfite処理を施すと、メチル化されてい
ないシトシンのみをチミジンに変換させ、メチル化さ
れているシトシンはシトシンのまま変換しない。
MMP－26プロモーター領域のメチル化を検討するた
め、EJ、　EN、　KLE各細胞株に脱メチル化剤5－azaを
添加した群と非添加群に分け、DNAを抽出しbisulfite
処理を行った後、シークエンシングを行った。いずれ
の細胞においても5－aza非添加群ではMMP－26プロ
モーター上のCpG　islandでシトシンが置換されてお
らず、同部がメチル化されていたことが判明した。5－
aza添加群ではシトシンがチミジンへ変換されてお
り、同部が5－azaにより脱メチル化されたことが示唆
された。
　子宮内膜におけるMMP－26プロモーター領±或のメ
　チル化
　MMP－26のCpG　islandには12箇所のCpGが存在
することが判明した。正常子宮内膜および子宮内膜癌
検体、子宮内膜癌細胞株における、このCpG　islandの
メチル化の有無を検討した。子宮内膜癌検体・子宮内
膜癌細胞株においては、正常子宮内膜検体に比較し高
頻度にメチル化が認められた（Fig．3）。
考 察
　MMPsは現在30種類程度が同定されており、コラ
ゲナーゼ群・ゼラチナーゼ群・ストロメライシン群・
膜型MT－MMP群・その他（マトリライシンなど）に
分類される14）15）。近年同定されたMMP－26は、その他
に属するマトリライシンとその構造が類似しており、
マトリライシンー2とも呼ばれる。その共通点は主な
MMPsが有しているヘモペキシン様ドメイン構造を
欠くことである16－18）。正常子宮内膜に比べ子宮内膜癌
ではマトリライシンの発現が充溢していると報告さ
れているが、当初、子宮内膜癌におけるMMP－26の発
現も充漏していたと報告された1）。しかし、最近では子
宮内膜癌におけるMMP－26の発現は減弱または消失
しているとの報告が主流となっている3　6）。井坂らの
報告では、子宮内膜癌においてはMMP－26　mRNAの
発現が認められず、正常子宮内膜および子宮内膜増殖
症ではその発現が認められ、子宮内膜の癌化における
MMP－26の何らかの関与を指摘している2）。
　今回、正常子宮内膜および子宮内膜癌における
MMP－26　mRNAの発現の有無のみならず、その発現
レベルをrealtime　RT－PCRにより定量化して検討し
た。過去の報告と同様に、正常子宮内膜において
MMP－26の発現は充進していたが、子宮内膜癌ではそ
の発現はほぼ消失していた。子宮内膜癌検体24例中1
例にのみMMP－26の発現を認めたがこの症例は子宮
内膜増殖症を合併していたGlのendometrial　adeno－
carcinomaである。つまり、子宮内膜癌部分ではMMP－
26を発現しておらず、子宮内膜増殖症部分がMMP－26
を発現していたため、全体としてMMP－26の発現を認
めたのではないかと推察される。
　正常子宮内膜や子宮内膜増殖症に比し子宮内膜癌
でその発現が消失するMMP－26は、癌抑制遺伝子とし
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ての性質を有している可能性がある。癌抑制遺伝子の
プロモーター領域のメチル化がその遺伝子発現の抑
制の原因の一つであり、細胞の癌化に深く関与すると
考えられている19）。そこで、MMP－26のプロモーター
領域のメチル化の有無を検討した。子宮内膜癌細胞株
への脱メチル化剤5－azaの添加実験により、その領域
のメチル化またはMMP－26発現を正に抑制する因子
などのメチル化が示唆された。さらに、抽出したDNA
に対するbisulfite処理により、子宮内膜癌細胞株や子
宮内膜癌検体におけるMMP－26のプロモーター領域
のメチル化が確認された。正常子宮内膜ではメチル化
を認めなかった。このことは子宮内膜癌のMMP－26の
発現消失のメカニズムにMMP－26プロモーター領域
のメチル化が関与していることが強く示唆される。子
宮内膜癌わずか5検体の検索ではあるが、全例で
MMP－26のメチル化が確認されたことは、このメチル
化が子宮内膜癌の発生原因と考える十分な動機とな
りうる。今後は十分な症例数をもってメチル化の有無
を検索し、この仮説を証明していく必要があると思わ
れる。
　子宮内膜癌の発生原因は未だ十分解明されていな
いが、PTEN、　k－ras、　p53などの遺伝子が深く関与して
いるのではないかと考えられている20）。しかし、これ
らの遺伝子に異常を認めない子宮内膜癌は存在し、ま
た、これらの遺伝子に異常を来しても子宮内膜癌が発
生するとは限らない21）。今回の検討によりMMP－26が
子宮内膜の癌化に何らかの影響を及ぼしていること
が推察されるが、MMP－26はこれらの遺伝子の関わら
ない子宮内膜癌の発生原因の一つかもしれない。ま
た、ほぼ全ての子宮内膜癌においてMMP－26の発現が
消失していたことを考慮するとPTEN、　k－ras、　p53な
どに異常を来した子宮内膜癌においても、MMP－26発
現の消失は子宮内膜癌の発生に重要な役割を果たし
ているのではないかと考えられる。PTEN、　k－ras、　p53
などとの関係を含め、今後のMMP－26の機能解析の結
果が期待される。
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Methylation　of　the　MMP－26　promoter　area　decreases　MMP－26　expression
in　endometrial　carcinoma
Yumi　OSAKABE
Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　The　human　matrix　metalloproteinase　（MMP）一26　has　been　reported　to　be　strongly　expressed　in　placenta　and　endometrial
tumors．　ln　previous　reports，　MMP－26　expression　was　detected　in　endometrial　carcinoma　cel　l　lines　and　endometrial　carcinoma
tissues．　However，　in　recent　years　it　is　now　believed　MMP－26　expression　is　detected　in　normal　endometrium，　and　not　in
endometrial　carcinoma　tissues．　We　examined　MMP－26　mRNA　expression　by　RT－PCR．　MMP－26　mRNA　expression　was
detected　in　28　of　36　normal　endometrium　specimens，　and　2　of　3　endometrial　hyperplasia　specimens，　but　not　in　3　endometrial
carcinoma　cell　lines　nor　24　endometrial　carcinoma　specimens　except　for　one　carcinoma　specimen．　We　examined　the
quantification　of　MMP－26　mRNA　expression　by　realtime　RT－PCR．　MMP－26　mRNA　expression　was　clearly　decreased　in
endometrial　carcinomas　compared　with　normal　endometrium．　The　treatment　of　endometrial　carcinoma　cell　lines　with　the
demethylating　agent　5－aza－2’一deoxycytidine　restored　MMP－26　mRNA　expression　in　endometrial　carcinoma　cell　lines．　We
extracted　MMP－26　DNA，　and　added　bisulfite　to　MMP－26　DNA，　and　fbund　that　the　MMP－26　promoter　area　was　methylated
in　the　endometrial　carcinoma　and　endometrial　carcinoma　cell　lines，　and　in　normal　endometrium，　it　was　not　methylated．　lt
was　strongly　suggested　that　methylation　of　the　MMP－26　promoter　area　was　associated　with　the　disappearance　of　MMP－26
日中pression　in　endometrial　carcinoma．
〈Key　words＞　MMP－26，　Methylation，　Endometrial　carcinoma
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